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羊 瘤胃 细菌 菌 群 的 影响 


于 洋洋 ” 赵 芳 芳 "” 张 爱 忠 ” 姜 CT 李 雁 冰 ” 陈 勇 ， 
(1. 黑 龙 江 八 一 农垦 大 学 动物 科技 学 院 , KIR 163319; 2. 扬 州 大 学 动物 科学 与 技术 学 院 , 扬州 225009) 


摘 ”要 : 本 文 旨 在 研究 精 料 中 直 链 与 支 链 淀粉 比 对 不 同日 龄 羔羊 瘤胃 细 硝 菌 群 的 影响 。 选 取 48 只 体重 


无 显著 差异 的 初生 公 莱 (CP>0.05)， 随 机 分 成 4 组 〈 每 组 3 个 重复 ， 每 个 重复 4 只 )， 各 组 精 料 中 直 链 


与 支 链 淀粉 比分 别 为 0.12〈 木 暮 淀粉 组 )、0.23《〈 玉 米 淀 粉 组 )、0.24〈 小 麦 淀粉 组 ) 和 0.48 Ci SEH 


组 )。 试 验 全 期 共 77 d. FHS 


液 样 品 。 通 过 PCR-AET 


不 同 直 链 与 支 链 淀 粉 比 精 料 组 的 羔羊 于 21、35、56 和 77 


富 度 均 无 显著 性 差异 (P>0.05)。21 H 


77 日 龄 六 羊 瘤 骨 细菌 多 样 性 指数 有 所 升 高 ， 但 在 数值 上 仍 人 


厚 壁 菌 门 及 拟 杆菌 门 。56 日 龄 的 小 麦 淀粉 组 头羊 瘤胃 内 人 牛 昌 


梯度 凝 胶 电泳 (DGGE) 技术 测定 分 析 羔 引 


É21. 35. 56 和 77 日 龄 时 ， 每 个 重复 随机 选择 1 


ARR, KRIA A 


FJ BAMA KERE. 结果 表 明 ， 


日 龄 时 ， 瘤 骨 细 


与 支 链 诈 粉 比 精 料 未 影响 头羊 瘤 骨 全 


单 胞 月 形 戎 的 生长 。 


关键 词 : BHEE; KÉ; PCR- PER EUR EYK; 


中 图 分 类 号 : S826 


KT 21 HÝ. DGGE 


胞 月 形 菌 含量 


菌 多 样 性 指数 、 均 匀 度 和 让 


龄 羔羊 瘤胃 细菌 多 样 性 指数 显著 高 于 35 日 龄 (P<0.05)，56 和 


回收 的 条 带 多 属 


较 高 。 由 此 可 见 ， 不同 直 链 


L 势 细菌 的 结构 ,但 饲 喂 小 麦 演 粉 饲 粮 可 促进 56 H AT SEO A A 


阔 菌 群 ， 多 样 性 指数 


在 芒 羊 的 饲 粮 中 ， 牧 草 所 占 的 比例 通常 较 低 ， 因 为 牧 革 中 的 干 物 质 较 少 ， 在 瘤胃 中 的 发 酵 率 低 。 


而 谷物 饲料 是 六 羊 饲 粮 的 主要 成 分 ， 谷 物 中 的 主要 营养 成 分 为 淀粉 。 尝 粉 是 由 多 个 葡萄 糖 基 单 元 通过 
糖苷 键 结合 成 的 高 分 子 多 糖 ， 主 要 由 2 种 分 子 结构 组 成 : 直 链 和 支 链 。 直 
链 和 支 链 2 种 形式 023。 相 关 研究 订 


直 链 与 支 链 淀粉 比 的 驳 豆 淀粉 饲 粮 ， 能 提高 羔羊 


通 


! 液 中 免疫 球 蛋 白 的 浓度 ， 并 对 羔羊 的 生长 性 


常情 况 下 ， 演 粉 同时 含有 


E 明 ， 二 者 比例 不 同 会 影响 羔羊 的 生理 功能 。 刘 文中 研究 发 现 饲 喂 高 


能 及 肉 


品质 有 较 好 的 影响 。Ren 等 外 研究 了 不 同 直 链 与 支 链 淀粉 比 饲 粮 对 育肥 羔羊 胃 肠 道 发 育 的 影响 ， 发 现 
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不 同 直 链 与 支 链 淀粉 比 会 显著 影响 羔羊 肠 道 的 发 育 。 


瘤 骨 是 羡 羊 非常 重要 的 消化 器 官 之 一 ， 营 养 物质 


的 消化 主要 依靠 瘤 骨 中 的 微生物 。 微 生物 对 发 酵 底 物 具有 选择 性 ， 可 通过 发 酵 摄 入 的 底 物 间接 改变 瘤 
胃 微 生态 环境 四 ， 因 此 ， 不 同 直 链 与 支 链 淀粉 比 的 精 料 在 瘤胃 中 发 酵 可 能 会 对 瘤胃 中 的 微生物 产生 一 
定 的 影响 。 一 些 研究 表明 ， 单 胃 动 物 在 不 同日 龄 时 的 肠 道 菌 群 结构 存在 差异 1。 那么 ， 

龄 时 的 瘤胃 细菌 菌 群 结构 是 
的 报道 仍 相对 较 少 。 


ARF EAS IF H 
否 也 存在 着 差异 。 目 前 ， 关 于 淀粉 与 不 同日 龄 反刍 动物 瘤胃 细菌 菌 群 关系 


因此 ， 本 试验 采用 PCR- 变 性 梯度 凝 胶 电泳 (OGGE) 技术 ,研究 精 料 中 不 同 直 链 


GSC HELE AD EXTA E] a I A A 


菌 菌 群 的 影响 ， 对 于 深入 了 解 不 同 淀粉 组 成 对 反 急 动物 消化 道 健 


康 的 影响 至 关 重 要 。 


司 时 ， 也 为 充分 发 挥 淀粉 作为 营养 源 对 反刍 动物 肠 道 健康 和 机 体 健康 的 保障 作 月 
提供 科学 的 理论 依据 。 

1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 


au 


1.1.1 试验 动物 及 设计 


试验 采用 单 因素 随机 设计 ， 选 择 健 


未、 初生 重 无 显著 差异 的 48 只 初生 


A 〈P>0.05)， 随 机 分 成 


4 组 ， 每 组 3 个 重复 ， 每 个 重复 4 只 。 试 验 全 期 77 d。 分 别 在 21、35、56 和 77 日 龄 ， 在 每 个 重复 中 


选择 1 ARR, FET OMe. 


1.1.2 ”试验 饲 粮 


试验 精 料 的 配制 参照 NRC (1985) 建议 的 育肥 羔羊 营养 需要 量 进 行 。 分 别 选择 木 昔 淀粉 CTS). 


玉米 淀粉 《CS )、 小 麦 淀 粉 (WS) FBI YER (PS) 作为 各 组 羔羊 饲 粮 中 唯一 的 淀粉 来 源 ， 配 制 4 种 


在 淀粉 和 毛 含 量 以 及 能 量 水 平 基本 一 致 的 试验 精 料 。 试 验 中 所 选用 的 淀粉 源 均 为 食品 级 “上 海龙 凤 食 


品 有 限 公司 )。 精 料 中 直 链 和 支 链 淀粉 的 含量 根据 Englyst 等 外 描述 的 方法 进行 分 析 测定 。TS、CS、 


WS 和 PS 中 直 链 与 支 链 淀粉 比分 别 为 0.12、0.23、0.24 和 0.48。 试 验 精 


料 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 


表 1 试验 精 料 组 成 及 营养 水 平 ( 风 干 基础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of experimental concentrates (air-dry basis) 


项 目 Items 组 别 Groups 


TS CS WS PS 
原料 Ingredients/% 
木薯 淀粉 TS 50.25 
玉米 淀粉 CS 50.25 
小 麦 淀粉 WS 50.25 
i GER PS 50.25 


aa HEER T A 
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豆粕 Soybean meal 29.00 29.00 29.00 29.00 
玉米 蛋白 粉 Corn protein meal 14.80 14.80 14.80 14.80 
豆油 Soybean oil 1.60 1.60 1.60 1.60 
石粉 Limestone 0.80 0.80 0.80 0.80 
磷酸 氧 钙 CaHPO, 1.20 1.20 1.20 1.20 
食盐 NaCl 0.35 0.35 0.35 0.35 
预 混 料 Premix” 2.00 2.00 2.00 2.00 
合计 Total 100.00 100.00 100.00 100.00 


营养 水 平 Nutrient levels? 


总 淀粉 Total starch/% 43.72 44.01 44.00 44.97 

链 淀 粉 占 总 淀粉 比 Amylose/total starch/% 10.70 18.70 19.36 32.42 
支 链 淀粉 占 总 淀粉 比 Amylopectin/total starch/% 89.30 81.30 80.64 67.58 

链 与 支 链 淀粉 比 Amylose/amylopectin 0.12 0.23 0.24 0.48 
FØ DM 90.14 90.14 90.14 89.88 
粗 蛋 白质 CP 19.77 19.87 19.88 19.79 
$5 Ca 0.76 0.76 0.76 0.76 
RE P 0.58 0.58 0.60 0.58 
消化 能 DE/ (MJ/kg) 14.23 14.27 14.20 14.25 

46 ?每 千克 预 混 料 含有 One kg of premix provided the following: Zn 5 200 mg, Cu 1 200 mg, Mn 4 000 mg, Fe 6 000 mg, 


47 140mg, Co35 mg, Se20mg, VA 940 IU, VE 20 IU. 


> 消化 能 为 计算 值 ， 其 余 为 实测 值 。DE was a calculated value, while others were measured values. 


1.1.3 ”羔羊 的 饲养 管理 


试验 前 1 周 清扫 、 训 洗 羊 舍 ， 并 进行 消毒 处 理 。 羔 羊 进行 全 售 饲 饲养 ， 采 用 瓶 喂 法 人 工 哺乳 至 56 


日 龄 ， 并 于 产后 7 天 补 饲 对 应 的 试验 精 料 及 优质 首 客 ， 并 供应 充足 清洁 饮水 。 每 日 饲 喂 4 次 (04:30、 


10:00、15:30 和 21:00)。 试 验 全 期 定时 进行 畜 舍 消毒 ， 密 切 观 察 羔羊 健康 状况 。 


Tr 


53 12 样品 采集 


54 分 别 在 21、35、56 和 77 日 龄 ， 在 每 个 重复 中 选择 1 只 羔羊 ， 颈 静脉 放血 致死 后 打开 腹腔 ， 采 集 
55 ， 羔羊 瘤胃 内 容 物 ， 经 无 菌 4 层 纱布 过 滤 后 ， 分 装 到 无 菌 冻 存 管 中 ， 迅 速 投 入 液 氮 中 带 回 实验 室 -80 "C 


56 ”保存 ， 用 于 微生物 菌 群 的 测定 分 析 。 


57 13 瘤胃 液 基因 组 DNA 的 提取 及 16S rDNA V6~V8 区 的 扩 增 


58 采用 十 六 烧 基 三 甲 基 省 化 铵 CCTABO /十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS) 方法 提取 各 样品 基因 组 DNA， 以 


59 ”基因 组 DNA 为 模板 ， 选 择 通用 引物 U968-GC-F 和 L1401R 扩 增 16S rDNA 的 基因 序列 ， 引 物 信息 见 


60 X2. 
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x2 引物 信息 


Table 2 Information of primers 


引物 Primer 序列 Sequence(5' -3' ) 参考 文献 Reference 
U968F AACGCGAAGAACCTTAC 
L1401R CGGTGTGTACAAGACCC Huo S&P! 
M CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGAACG 

CGAAGAACCTTAC 


GC 夹子 结构 采用 下 划 线 标 出 。 


GC hairpin structure was underlined. 
PCR 扩 增 体系 (50 uL) A: 10xPCR buffer 5 uL; dNTP (2.5 mmol/L) 3.2 uL; rTaq (5 U/uL) 0.4 


uL; U968-GC-F (20 pmol/L) 1 uL; L1401R (20 pmol/L) 1 uL; 模板 DNA 50 ng: 补 ddH20 至 50 uL. 


PCR 扩 增 程序 为 : 预 变性 (94 C 5 min); 解 链 (94 C 30s), BK (56 C 20s), LETH (72 C 40 


s), 435 个 循环 最终 72 °C HEH 7 min. 


1.4 PCR 产物 的 DGGE 分 析 


取 10 uL PCR 产物 进行 DGGE 分 析 。 采 用 变性 梯度 为 33% 一 62%、 深 度 为 8% 的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 


在 1xTAE 缓冲 液 中 80V、60 "C FRIK 16h。 电 泳 结束 后 采用 银 染 法 染色 。 


1.5 DGGE 图 谱 中 优势 条 带 的 回收 与 测序 


用 灭 菌 的 手术 刀 切 下 目的 条 带 ， 采 用 Omega 公司 DNA 泌 胶 回收 试剂 盒 回 收 目的 条 带 ， 以 2 pL 


回收 产物 为 模板 ， 以 U968F/L1401R (AZ GC RF) 为 引物 进行 PCR 扩 增 ， 获 得 目的 DNA 片段 。 


将 


a 


E 


新 扩 增 的 DNA 片段 切 胶 回 收 、 纯 化 处 理 后 ， 连 接 到 PMD18-T 载体 上 ， 并 转化 至 DH5a RZS 


胞 中 ， 往 选 阳性 克隆 。 菌 液 由 华 大 基因 对 插入 的 细菌 16S rDNA 片段 序列 进行 测定 。 
1.6 多 样 性 指数 、 相 似 性 系数 及 条 带 测序 


细菌 多 样 性 指数 是 用 来 表示 群落 物种 数 、 个 体 数 和 均匀 度 的 综合 指标 。 根据 DGGE 图 谱 


e UB 
样品 条 带 数 目 和 每 个 条 带 的 强度 , 分 析 各 组 样品 中 细菌 多 样 性 指数 、 均 匀 度 和 丰富 度 。 采 用 Quantity one 
软件 对 DGGE 图 谱 中 各 泳 道 条 带 数 目 、 条 带 强 度 进行 数字 化 分 析 。 多 样 性 指数 、 均 匀 度 和 丰富 度 计算 
公式 如 下 : 


E In pi = PLC 


i-l i-l 


E-H/Hmax =H/InS; 
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84 R=S. 


85 AH: OH 为 多 样 性 指数 ; E 为 均匀 度 ; R 为 丰富 度 ; pi 为 样品 中 单一 条 带 的 强度 占 该 泳 道 全 部 条 


86 ”和 带 总 强度 的 比率 ; N AY DGGE 图 谱 茶 一 单一 泳 道上 全 部 条 带 的 强度 ，Ni 为 第 i 条 带 的 强度 ; S 是 某 样 


87 WB EXUXH. 


88 利用 戴 斯 系数 计算 各 组 样品 间 PCR-DGGE 图 谱 的 相似 性 ， 计 算 公式 如 下 : 

89 Cs=2j/(a+b) 

90 AP: j 是 样品 A 与 B 间 相 同 的 条 带 ; a 和 5 分别 是 各 自 的 条 带 数 。 

91 克隆 条 带 测序 结果 于 GenBank 中 进行 序列 对 比分 析 ， 获 得 序列 分 类 的 信息 ， 序 列 上 传 至 NCBI 获 


92 ”得 序列 登录 号 。 
1.7 数据 处 理 与 分 析 
DGGE 图 谱 数 据 采用 SPSS 16.0 统计 软件 进行 单 因素 方差 分 析 , 并 用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 检 


验 ， 测 定 结果 以 平均 值 + 标 准 差 表 示 。 统 计 分 析 结 果 以 P<0.05 为 差异 显著 


2 结果 与 分 析 


2.1 PCR 产物 的 DGGE 分 析 结 果 


分 别 从 饲 喂 不 同 直 链 与 支 链 淀 粉 比 精 料 的 21、35、56 和 77 日 龄 羔羊 瘤胃 内 容 物 中 提取 总 DNA。 


经 电 沪 分析， 瘤胃 微生物 基因 组 DNA 片段 较 大 ， 且 条 带 清 晰 ， 可 用 于 后 续 PCR 扩 增 分 析 。 基 因 组 


DNA 经 V6~V8 区 通用 引物 (U968-GC-F All L1401R) PCR 扩 增 后 得 到 的 16S rDNA 片段 大 小 为 480 bp 


左右 ， 可 用 于 后 续 DGGE 分 析 。 


瘤胃 细菌 16S rDNA PCR 产物 的 DGGE 图 谱 分 析 结 果 见 图 1。PCR-DGGE 图 谱 中 ， 强 度 高 的 电泳 


103 ”条 带 代 表 优 势 菌 群 ， 条 带 数量 越 多 代表 细菌 丰富 度 越 高 ， 条 带 位置 则 代表 细菌 种 类 。 由 此 可 见 ， 饲 喂 


104 “不同 直 链 与 支 链 淀粉 比 精 料 的 羔羊 在 不 同日 龄 时 具有 丰富 的 电泳 条 带 。 不 同 组 羔羊 于 21. 35. 56 和 


105 77 日 龄 时 瘤胃 内 细菌 有 共同 的 优势 条 带 ， 如 条 带 1. 4. 5. 6. 8. 9 和 10; 同时 ， 不 同 组 羔羊 于 21 


106 ”和 56 日 龄 也 出 现 了 特征 条 带 ， 如 条 带 2、3 和 7。 不 同 泳 道 的 条 带 强 度 、 数 量 及 位 置 的 差异 表明 ， 同 


107 ”一 日 龄 下 精 料 中 不 同 直 链 与 支 链 淀粉 比 之 间 和 同一 直 链 与 支 链 淀粉 比 下 不 同日 龄 之 间 关 羊 瘤 骨 细 硝 区 


108 ，” 群 的 结构 组 成 均 存 在 差异 。 不 同日 龄 头羊 瘤胃 内 也 存在 共同 的 优势 条 带 。 
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图 1 


不 同 


龄 羔羊 瘤胃 细菌 16S rDNA PCR 产物 的 DGGE 图 谱 


Fig.1 


22 £ 图 谱 多 样 性 分 析 


fi 16S rDNA V6-V8 区 PCR-DGGE 


DGGE profile of 16S TDNA PCR products from rumen bacteria in lambs at different days of age 


细 


RFA 
细菌 多 样 性 的 影响 结果 表明 ， 多 样 性 指数 和 丰富 度 随 日 龄 增加 有 所 降低 ， 且 21 日 龄 显著 


(P<0.05)， 上 略 高 于 56 和 77 日 龄 


kj 16S rDNA V6-V8 区 PCR-DGGE 


图 谱 多 样 性 分 析 见 


(P>0.05)， 各 日 龄 间 


图 2。 饲 


微生物 多 样 性 指数 于 21、35、56 和 77 日 龄 时 无 显著 性 差异 (P>0.05)。 


WS AS E] E BE Sj SC HELE te LE BL AS 


不 同日 龄 对 羔羊 瘤胃 


高 于 35 日 龄 


羔羊 瘤胃 细菌 均匀 度 差异 不 显著 (P>0.05). 


121 
122 


123 
124 
© 125 
126 


— 127 


128 


== 129 


130 


131 


132 


133 


134 


135 


E TS 
E cs C 


E TS 
加 cs B so 


30) 


20) 


o Es BS mmc n oL ERES —(—— 
多 样 性 指数 WOR *E 多 样 性 指数 HOR +R 
Diversity index Evenness Richness Diversity index Evenness Richness 
21 日 龄 21 days of age 35 日 龄 35 days of age 
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20 


10 
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so Œ cs 


ADAM e eniam e 
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Diversity index Evenness Richness 


56 日 龄 56 days of age 


ab 


o ERES — = 0 E: E-] rm rr rm 
多 样 性 指数 HOE 丰 度 多 样 性 指数 HOE 丰 度 
Diversity index Evenness Richness Diversity index Evenness Richness 


77 日 龄 77 days of age 


数据 柱 形 标注 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05)。 


Value columns with different small letters mean significant difference (P«0.05). 


21~77 日 龄 21 to 77 days of age 


图 2 瘤胃 细菌 16S rDNA V6~V8 区 PCR-DGGE 图 谱 的 多 样 性 分 析 


Fig.2 Diversity analysis of V6 to V8 of rumen bacterial 16S IDNA PCR-DGGE profile 


2.3 细菌 16S rDNA V6~V8 [X PCR-DGGE 图 谱 相 似 性 分 析 
饲 喂 不 同 直 链 与 支 链 淀粉 比 精 料 对 21、35、56 和 77 日 龄 羔羊 瘤胃 细菌 相似 性 的 影响 分 别 见 表 3、 


表 4、 表 5 和 表 6。 不 同 


粉 比 精 料 的 羔羊 21、35、56 和 77 日 龄 瘤胃 


M 


阔 相 似 性 系数 


KI 戴 斯 系数 比较 21 


龄 羔羊 瘤胃 细菌 PCR-DGGE 


菌 无 明显 的 组 内 相似 性 ;但 随 日 龄 增加 组 内 羔羊 瘤 周 台 
所 提高 。 而 相同 日 龄 的 平行 样本 间 瘤 胃 细 菌 具有 相对 较 高 的 相似 性 。 


龄 对 关 羊 瘤 骨 细 戎 相似 性 的 影响 见 表 7。 结 果 显 示 ， 饲 喂 不 同 直 链 与 支 链 演 


TF 


F 


图 谱 的 相似 性 


Table3 Comparison of PCR-DGGE profile similarity of rumen bacteria in lambs at 21 days of age by Dice coefficients 


泳 道 Lane TS21-1 TS21-2 TS21-3 CS21-1 CS21-2 CS21-3 WS21-1 WS21-2 WS21-3 PS21-1 PS21-2 PS21-3 
TS21-1 100.0 18.6 32.4 20.7 17.3 20.8 30.5 19.7 19.4 25.2 33.0 20.9 
TS21-2 18.6 100.0 41.2 44.8 36.2 24.8 37.7 20.0 25.2 38.0 36.7 27.0 
TS21-3 32.4 41.2 100.0 40.4 19.5 25.0 45.1 27.7 36.1 44.8 38.0 41.9 
CS21-1 20.7 44.8 40.4 100.0 38.7 21.1 40.0 33.5 46.4 38.4 42.7 31.8 
CS21-2 17.3 36.2 19.5 38.7 100.0 36.0 26.3 21.2 31.9 27.0 31.1 38.5 
CS21-3 20.8 24.8 25.0 21.1 36.0 100.0 32.3 21.6 30.1 18.6 19.9 41.1 
WS21-1 30.5 37.7 45.1 40.0 26.3 32.3 100.0 37.9 55.7 37.0 44.6 31.1 


136 


137 


138 


139 


140 


141 


WS21-2 19.7 20.0 27.1 33.5 21.2 21.6 37.9 100.0 26.2 24.5 35.2 34.8 

WS21-3 19.4 25.2 36.1 46.4 31.9 30.1 55.7 26.2 100.0 32.8 33.0 23.9 

PS21-1 25.2 38.0 44.8 38.4 27.0 18.6 37.0 24.5 32.8 100.0 44.1 36.5 

PS21-2 33.0 36.7 38.0 42.7 31.1 19.9 44.6 35.2 33.0 44.1 100.0 32.7 

PS21-3 20.9 27.0 41.9 31.8 38.5 41.1 31.1 34.8 23.9 36.5 32.7 100.0 
样本 编号 组 成 为 : 组 别 日 龄 -编号 。 下 表 同 。 


Sample No. was showed as follows: group days of age-No.. The same as below. 


表 4 戴 斯 系数 比较 35 


龄 羔羊 PCR-DGGE 图 谱 的 相似 性 


Table 4 Comparison of PCR-DGGE profile similarity of rumen bacteria in lambs at 35 days of age by Dice coefficients 


泳 道 Lane TS35-1 TS35-2 TS35-3 CS35-1 CS35- CS35-3 WS35-1 


WS35-2 WS35-3 PS35-1 


PS35-2  PS35-3 


TS35-1 100.0 394 272 173 287 338 25.9 354 294 314 163 29.3 
TS35-2 394 1000 278 152 258 304 19.3 23.0 251 225 233 274 
TS35-3 272 278 1000 285 445 35.1 34.1 32.7 406 303 427 36.9 
CS35-1 173 152 285 1000 32.1 30.0 30.5 33.8 378 346 30.6 39.8 
CS35-2 287 258 445 32.1 100.0 45.5 34.2 33.9 444 399 36.9 33.8 
CS35-3 33.8 304 351 300 455 1000 45.1 46.9 462 414 384 40.8 
WS35-1 259 193 341 305 342 451 1000 299 328 316 34.0 29.5 
WS35-2 354 230 32.7 338 339 469 299 100.0 380 336 32.8 33.3 
WS35-3 294 251 406 378 444 462 32.8 380 100.0 530 35.6 40.6 
PS35-1 31.4 225 303 346 399 414 31.6 33.6 53.0 100.0 29.0 25.7 
PS35-2 163 233 42.7 306 369 38.4 34.0 32.8 35.6 290 1000 34.9 
PS35-3 293 274 369 398 338 408 29.5 33.3 406 25.7 34.9 100.0 
表 5 戴 斯 系数 比较 56 HEKE PCR-DGGE 图 谱 的 相似 性 


Table 5 Comparison of PCR-DGGE profile similarity of rumen bacteria in lambs at 56 days of age by Dice coefficients 


泳 道 Lane TS56-1 TS56-2 TS56-3 CS56-1 CS56-2 CS56-3 WSS6-1 


WS56-2 WS56-3 PS56-1 PS56-2 PS56-3 


TS56-1 
TS56-2 
TS56-3 
CS56-1 
CS56-2 
CS56-3 
WS56-1 
WS56-2 
WS56-3 
PS56-1 
PS56-2 
PS56-3 


100.0 
55.6 
36.8 
48.1 
52.3 
43.4 
41.7 
51.2 
50.6 
37.3 
33.7 
39.6 


55.6 
100.0 
30.8 
49.7 
44.8 
55.2 
47.7 
44.2 
47.3 
24.3 
37.8 
38.2 


36.8 
30.8 
100.0 
39.0 
37.4 
30.0 
26.4 
36.5 
36.4 
24.7 
32.4 
34.1 


48.1 
49.7 
39.0 
100.0 
60.3 
39.3 
43.6 
41.1 
50.6 
45.2 
39.7 
43.0 


52.3 
44.8 
37.4 
60.3 
100.0 
40.4 
45.3 
36.6 
58.7 
50.9 
46.6 
43.9 


43.4 
55.2 
30.0 
39.3 
40.4 
100.0 
45.0 
41.4 
43.6 
22.8 
36.5 
33.7 


41.7 
47.7 
26.4 
43.6 
45.3 
45.0 
100.0 
40.4 
55.0 
32.8 
352 
51.3 


51.2 
44.2 
36.5 


50.6 
473 
36.4 
50.6 
58.7 
43.6 
55.0 
37.6 
100.0 
36.6 
47.5 
44.1 


37.3 
24.3 
24.7 
45.2 
50.9 
22.8 
32.8 
19.6 
36.6 
100.0 
31.0 
35.1 


33.7 
37.8 
32.4 
39.7 
46.6 
36.5 
35.2 
29.2 
47.5 
31.0 
100.0 
42.2 


39.6 
38.2 
34.1 
43.0 
43.9 
33.7 
51.3 


142 表 6 戴 斯 系数 比较 77 日 龄 羔羊 PCR-DGGE 图 谱 的 相似 性 


143 Table 6 Comparison of PCR-DGGE profile similarity of rumen bacteria in lambs at 77 days of age by Dice coefficients 


VB Lane TS77-1 TS77-2 TS77-3 CS77-1 CS77-2 CS77-3 WST7T- WS77-2 WS77-3 PS77-1 PS77-2 PS77-3 


TS77-1 100.0 35.7 39.2 32.0 38.0 36.3 27.3 27.9 31.8 35.1 39.0 30.9 
TS77-2 35.7 100.0 52.4 49.9 39.0 42.4 29.8 42.6 33.0 31.7 37.6 45.4 
TS77-3 39.2 52.4 100.0 58.6 43.7 38.8 35.0 44.2 46.1 38.7 37.3 42.2 
CS77-1 32.0 49.9 58.6 100.0 47.4 48.7 43.0 43.9 48.8 42.9 44.1 42.5 
CS77-2 38.0 39.0 43.7 47.4 100.0 54.3 45.4 37.6 52.6 46.2 35.2 42.3 
CS77-3 36.3 42.4 38.8 48.7 54.3 100.0 41.9 29.6 44.2 37.5 37.7 29.9 


WS77-1 27.3 29.8 35.0 43.0 45.4 41.9 100.0 34.8 45.2 46.4 36.8 34.3 
WS77-2 27.9 42.6 44.2 43.9 37.6 29.6 34.8 100.0 40.1 38.7 31.0 50.0 
WS77-3 31.8 33.0 46.1 48.8 52.6 44.2 45.2 40.1 100.0 56.4 43.8 46.0 
PS77-1 35.1 31.7 38.7 42.9 46.2 37.5 46.4 38.7 56.4 100.0 55.0 47.9 
PS77-2 39.0 37.6 37.3 44.1 35.2 37.7 36.8 31.0 43.8 55.0 100.0 45.7 
PS77-3 30.9 45.4 42.2 42.5 42.3 29.9 34.3 50.0 46.0 47.9 45.7 100.0 


十 


表 7 戴 斯 系数 比较 不 同日 龄 羔羊 PCR-DGGE 图 谱 的 相似 性 


Table7 Comparison of PCR-DGGE profile similarity of rumen bacteria in lambs at different days of age by Dice coefficients 


TS21 CS21 WS21 PS21 TS35 CS35 WS35 PS35 TS56 CS56 WS56 PS56 TS77 CS77 WS; 


100.0 34.7 39.5 47.4 30.8 40.2 28.8 24.7 31.8 33.2 36.0 28.6 33.5 25.3 29. 
34.7 100.0 42.3 29.1 27.2 36.8 32.5 31.5 29.0 23.5 37.1 24.6 28.1 31.1 43. 
39.5 42.3 100.0 31.9 45.3 51.9 51.6 38.3 55.5 39.0 49.6 35:3 45.9 35.1 47. 
47.4 29.1 31.9 100.0 36.7 45.9 43.8 37.0 42.8 39.1 35.9 31.3 43.9 31.2 35. 
30.8 27.2 45.3 36.7 100.0 59.8 62.4 53.1 46.5 51.0 40.3 35.5 39.8 37.8 34. 
40.2 36.8 51.9 45.9 59.8 100.0 65.2 49.8 42.9 47.8 40.3 36.7 41.3 31.5 374 
28.8 32.5 51.6 43.8 62.4 65.2 100.0 53.3 53.8 48.7 51.3 43.4 51.1 41.8 43. 
24.7 31.5 38.3 37.0 53.1 49.8 53.3 100.0 43.7 48.9 44.3 37.6 39.5 41.4 354 
31.8 29.0 55:5 42.8 46.5 42.9 53.8 43.7 100.0 54.2 47.9 40.3 59.8 52.0 46.: 
33.2 25.5 39.0 39.1 51.0 47.8 48.7 48.9 54.2 100.0 41.2 47.0 46.1 45.0 39. 
36.0 37.1 49.6 35.9 40.3 40.3 51.3 44.3 47.9 41.2 100.0 61.4 60.3 53.1 55. 
28.6 24.6 35.3 31.3 35.5 36.7 43.4 37.6 40.3 47.0 61.4 100.0 47.4 53.0 534 
33.5 28.1 45.9 43.9 39.8 41.3 51.1 39.5 59.8 46.1 60.3 47.4 100.0 56.4 534 
25.3 31.1 35.1 31.2 37.8 31.5 41.8 41.4 52.0 45.0 53.1 53.0 56.4 100.0 60.8 
29.7 43.0 47.7 35.6 34.4 37.0 43.1 35,5 46.3 39.9 55.6 53.2 53.8 60.8 100. 
26.5 29.4 45.5 29.3 39.2 33.8 42.3 35.1 56.4 44.6 56.7 51.8 60.2 63.5 71.4 


147 24 DGGE 图 谱 共 有 和 特征 条 带 的 序列 分 析 


148 从 DGGE 图 谱 上 共 回 收 10 个 条 带 (图 1)， 克隆 测序 结果 见 表 4。 其 中 ,条 带 1 是 饲 喂 不 
149 ” 同 直 链 与 支 链 淀粉 比 精 料 的 盖 羊 21 日 龄 共有 ， 测 序 后 最 接近 Butyricimonas virosa, KF 4 


150 ”是 饲 喂 不 同 直 链 与 支 链 淀粉 比 精 料 的 羔羊 35 日 龄 共有 ,测序 后 最 接近 Prevotella ruminicola; 
AG 


151 Ai 5 和 6 是 饲 喂 不 同 直 链 与 支 链 淀粉 比 精 料 的 羔羊 56 日 龄 共有 ， 测 序 后 最 接近 


152  PPropionispira arcuata, ŒR H W% W (Selenomonas sputigena); 条 带 8、9 和 10 X I] AS [ri] 


ES 


153 Ae CRETE LORIE 77 日 龄 共有 ， 测 序 后 最 接近 布 民 瘤胃 球菌 (Ruminococcus 


154 bromii)、Prevotella multisaccharivorax、Prevotella dentalis。PS H Æ 21 日 龄 时 2 个 试验 对 


pan 


155 ”复出 现 条 带 2， 而 其 他 组 羔羊 未 检测 到 ， 测 序 后 最 接近 Butyricimonas paravirosa; 条 带 3 代 


156 ” 表 的 细菌 在 21 日 龄 的 TS 组 羔羊 瘤 骨 内 含量 相对 较 高 ， 测 序 后 最 接近 Prevotella marshii; 条 


157 ” 带 7 代表 的 细菌 在 56 日 龄 的 WS 组 羔羊 瘤胃 内 含量 相对 最 高 ， 测 序 后 最 接近 牛 单 胞 月 形 著 


158 CSelenomonas bovis )。 所 测定 的 10 个 条 带 多 属于 厚 壁 菌 门 和 拟 杆菌 门 。 条 带 2 与 数据 库 中 


= 159 ” 同 源 性 最 高 的 Butyricimonas paravirosa 的 相似 性 仅 为 88%, Tfi E; AES FRM a AA 


以 性 为 
160 ”96%， 因 此 该 序列 所 代表 的 可 能 为 新 的 未 培养 细菌 。 条 带 3 与 数据 库 中 同 源 性 最 高 的 


161 Prevotella marshiia 的 相似 性 仅 为 90%， 而 与 未 培养 瘤 肯 细菌 的 相似 性 为 93%， 因 此 这 个 序 
> 162 ” 列 所 代表 的 有 可 能 为 新 的 未 培养 瘤胃 细菌。 


163 表 8 DGGE 回收 条 带 的 基因 片段 序列 的 比 对 结果 


Table 8 Comparison of genomic sequences in bands of DGGE by sequencing and BLAST analysis 


最 相似 菌 种 名 称 GenBank 登录 号 同 源 性 最 相似 类 群 
Closest strain GenBank accession No. Homology/?6 Closest group 
1 Butyricimonas virosa NR 041691 98 拟 杆 菌 门 Bacteroidetes 
2 Butyricimonas paravirosa NR 126195 88 拟 杆菌 门 Bacteroidetes 
未 培养 细菌 Uncultured bacterial EF 445218 96 
3 Prevotella marshii NR 113111 90 拟 杆 菌 门 Bacteroidetes 
未 培养 瘤胃 细菌 Uncultured rumen bacteria HQ 399714 93 
4 Prevotella ruminicola NR 102887 93 拟 杆 菌 门 Bacteroidetes 
5 Propionispira arcuata NR 134138 93 厚 壁 菌 门 Firmicutes 
6 生 痰 月 形 单 胞 菌 Selenomonas sputigena NR 025115 93 RE Tail] Firmicutes 
7 牛 单 胞 月 形 菌 Selenomonas bovis NR 044111 98 厚 壁 菌 门 Firmicutes 
8 布 氏 瘤胃 球菌 Ruminococcus bromii NR_025930 95 厚 壁 菌 门 Firmicutes 
9 Prevotella multisaccharivorax NR. 041285 91 拟 杆 菌 门 Bacteroidetes 
10 Prevotella dentalis NR 102481 91 拟 杆菌 门 Bacteroidetes 


165 3 Wi i$ 
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166 


167 


反刍 动 
BRR PI A 
ARF AY 


WHI ETE DRS pal IB AP BR 


杆菌 门 和 厚 


的 共有 条 带 


物 胃 肠 道内 的 微生物 多 以 厚 壁 菌 门 和 拟 相 
已 经 出 现 了 普 雷 沃 氏 菌 门 、 瘤 胃壁 细 菌 门 及 拟 杆菌 门 的 细菌 


的 微生物 已 可 以 消化 部 分 成 年 羊 可 利 


氧 菌 取代 09， 


壁 菌 门 为 优势 菌 5 。 


在 本 研究 中 ，DGGE 图 谱 


Fili] jy aco, 


ChinaX ive EBRTII 


CA Dt X], 20 H 
， 且 在 21 日 龄 时 ， 


用 的 饲料 中 |。 随 着 日 龄 的 增长 和 采 食量 的 


和 特征 条 带 多 属 厚 壁 菌 门 和 拟 杆 菌 门 ， 与 前 人 研究 结果 一 致 。 


增进 对 


生物 群落 
方式 之 间 的 


瘤胃 微生物 种 属 多 档 


结构 受到 宿主 遗传 背景 、 


匀 度 越 接近 


链 与 支 链 淀粉 比 精 料 的 其 羊 于 21、35、56 和 77 


富 度 均 无 显 
食 麻 中 微 生 


E 


于 1， 表 示 均 匀 程 度 越 高 ， 术 
目的 多 少 。 通常 情况 下 ,微生物 多 样 性 


著 性 差异 。 张 永 婧 等 "9 研究 发 现 ， 


物 的 多 样 性 显著 提高 
分 别 以 玉米 、 


EE. 与 本 试验 的 研究 结果 相似 。 


的 研究 结果 不 一 致 , 所 以 从 本 试验 研究 结果 可 以 反映 出 , 饲 


小 麦 、 大 米 为 单一 演 粉 源 配 秆 


因为 前 人 研究 的 对 于 通 


R FARN 


= 


优势 菌 无 显著 性 影响 ， 而 是 否 存 在 菌 
青 乳 动物 和 禽类 在 刚 出 生 时 骨 肠 道内 的 微生物 数量 较 少 , 而 随 着 采 食 饲料 和 与 外 界 环境 


的 接触 ， 胃 肠 道 菌 群 逐 


龄 起 羊 瘤 
上 依然 低 于 


大 ， 在 适应 


21 日 龄 。 瘤 骨 微 生物 呈现 这 种 上 


之 后 瘤 骨 细菌 逐渐 增多 ， 并 趋 于 稳定 状态 。 
和 条 带 的 测序 结果 发 现 ， 分 别 在 21. 


本 试验 中 ， 结 合 DGGE 图 谱 
4 组 羔羊 瘤胃 内 存在 着 以 厚 壁 菌 
菌 。21 窗 


CA 


EAT aE RS BERY T fe a ONE 
健康 和 饲 粮 等 因素 的 影响 ,并 且 表 现 出 地 域 、 
HN"), DGGE 图 谱 分 析 得 出 的 多 样 性 指数 越 大 ， 


， 与 本 试验 研究 结果 不 一 致 。 田 亚 
| ES AAR ZR f 


Fa 发 酵 


此 阶段 关 羊 瘤胃 内 的 优势 菌 不 稳定 ， 但 依然 以 拟 
中 条 带 的 测序 结果 显示 ， 所 测序 


功能 的 前 提 . 而 瘤胃 微 


ERE rad MS 


就 表示 物种 多 样 性 越 高 ， 均 


应 的 优势 物种 不 明显 ;丰富 
FE 高 则 生态 系统 会 更 力 


度 的 高 低 ， 


[稳定 。 本 研究 发 现 ， 
日 龄 时 瘤胃 内 细菌 多 样 性 指数 、 
与 小 麦 奋 饲 粮 组 相 比 ， 大 豆 皮 饲 粮 组 猪 回 肠 


表示 物种 数 


RREH 
均匀 度 和 让 


东 等 [ 研究 发 现 ， 饲 喂 


EE 影响 肉 仔 鸡 肠 道 菌 群 的 多 样 性 和 均匀 


过 饲 粮 调 节 来 改变 动物 六 


肖 化 道 微生物 


渐 增 多 。 本 试验 研究 日 龄 对 羔羊 瘤胃 细菌 多 样 性 影 


骨 内 细菌 多 样 性 指数 显著 高 于 3 , BAK 56 和 77 日 此 
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增加 ,其 饮食 和 生长 环境 在 变化 ， 对 精 料 和 牧草 的 采 食量 增多 , 瘤胃 内 细菌 菌 群 


喂 不 同 直 链 与 支 链 淀粉 比 精 料 对 
群 组 成 的 细微 变化 有 待 于 深入 研究 。 

响 的 结果 发 现 ，21 
S$ 后 有 所 上 升 ， 但 数值 


结构 变化 较 


35、56 和 77 日 龄 时 ， 


门 和 拟 杆 菌 门 为 主 的 共有 菌 ， 且 含有 与 营养 物质 代谢 相关 的 


日 龄 时 ， 在 4 组 羔羊 瘤胃 内 均 检 测 到 Butyricimonas virosa。 研 究 发 现 Butyricimonas 
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virosa 是 从 鼠 辩 便 中 分 离 出 的 一 种 能 够 利用 和 葡萄糖 ， 其 发 酵 终 产物 为 了 酸 和 有 异 丁 酸 的 菌 种 


68。 因此 ， 可 以 推测 早期 补 饲 不 同 淀粉 源 的 饲 粮 可 通过 促进 Butyricimonas virosa 的 增长 繁 


， 产 生 短 链 脂肪 酸 尤 其 是 丁 酸 ， 进 而 促进 幼 龄 动物 瘤胃 发 育 。77 日 龄 时 ， 在 4 组 六 羊 瘤 


hi 


FLASH SI Ruminococcus bromii。 有 研究 报道 ，Ruminococcus bromii 可 以 将 人 体 肠 道内 大 


分 子 的 碳水 化 合 物 分 解 成 单 糖 或 寡 糖 提供 给 其 他 细菌 , 有 利于 Eubacterium、 Bifidobacterium, 
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此 , dE 77 日 龄 时 饲 喂 不 同 淀粉 源 的 饲 粮 可 能 对 瘤胃 健康 起 


Anaerostipes 等 细菌 的 生长 ! 


着 非常 重要 的 作用 。 另 外 ， 本 试验 从 DGGE 凝 胶 上 回收 了 3 个 特征 性 条 带 ， 分 别 为 : 条 带 2 


(代表 未 培养 细菌 )、 条 带 3〈 代 表 未 培养 瘤胃 细菌 ) 和 条 带 7 CIV Selenomonas bovis). 


Selenomonas bovis 是 敌 牛 瘤胃 内 容 物 中 分 离 出 来 的 一 种 菌 ， 可 发 酵 阿 拉 伯 糖 、 葡 萄 糖 、 甘 露 


糖 等 ， 其 发 酵 葡 萄 糖 的 终 产 物 为 乙酸 和 两 酸 叶 。 本 试验 中 ，WS 组 3 个 试验 重复 中 均 检 测 到 


了 Selenomonas bovis。 由 此 可 知 , 小麦 淀粉 饲 粮 能 促进 Selenomonas bovis 在 羔羊 瘤胃 内 的 生 


长 繁殖 。 


(D 基于 PCR-DGGE 分 析 得 出 ,不 同 直 链 与 支 链 淀 粉 比 精 料 对 羔羊 瘤胃 内 优势 细菌 的 多 


样 性 无 显著 性 影响 ， 随 日 龄 增加 瘤胃 细菌 多 样 性 由 高 降低 后 再 升 高 。 


© 饲 喂 小 麦 证 粉 饲 粮 可 促进 56 日 龄 羔羊 瘤胃 内 Selenomonas bovis 的 生长 。 
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Effects of Amylose to Amylopectin Ratio in Concentrate on Rumen Bacterial Community in 


Lambs 
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Abstract: The objective of this study was to determine the effects of amylose to amylopectin ratio 


in concentrate on rumen bacterial community in lambs at different days of age. Forty-eight male 


lambs with no significant difference in body weight (P>0.05) were randomly divided into 4 
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groups, there were 3 replicates per group with 4 lambs per replicate. The concentrate amylose to 
amylopectin ratio of different groups was 0.12 (tapioca starch), 0.23 (corn starch), 0.24 (wheat 
starch) and 0.48 (pea starch), respectively. The whole experiment period was 77 days. One lamb 
from each replicate were randomly selected and slaughtered at 21, 35, 56 and 77 days of age to 
collect rumen fluid sample. The diversity of rumen bacterial community in lambs was determined 
by PCR-denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). The results showed that there was no 
effect on diversity index, evenness and richness of lambs at 21, 35, 56 and 77 days of age 
(P>0.05) . Diversity index in lambs at 21 days of age was significant higher than that at 35 days 
ofage (P<0.05), and it was increased at 56 and 77 days of age, but the numerical values were 
still lower than that at 21 days of age. Bands recovered from DGGE were almost belonged to 
Bacteroidetes and Firmicutes. Selenomonas bovis content in rumen in lambs at 56 days of 
age in wheat starch group was higher. Therefore, different amylose to amylopectin ratio in 
concentrate do not affect the structure of lamb rumen dominant bacteria, but feed wheat starch diet 
can promote the growth of Selenomonas bovis in rumen in lambs at 56 days of age. 
Key words: amylose to amylopectin ratio; lamb; PCR-denaturing gradient gel electrophoresis; 


rumen bacterial community; diversity index 


